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RESUMO 
O envelhecimento é um processo natural que está associado com quadro de 
resistência à insulina e hiperglicemia. Dentre as alterações relacionadas ao processo de 
senescência tem-se alterações na via de sinalização da insulina no músculo esquelético, 
distúrbio este que pode ser atenuado ou prevenido pelo exercício físico. Porém, não é 
totalmente conhecido os mecanismos moleculares associados a melhora na sinalização da 
insulina e captação de glicose no músculo esquelético em resposta ao exercício físico em 
organismos envelhecidos. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar se o treinamento 
físico tem efeitos sobre a via de sinalização da adiponectina no músculo esquelético e 
relacionar esse fenômeno com a homeostase glicêmica em ratos idosos. Foram utilizados 
ratos Fischer 344 distribuídos nos seguintes grupos: Jovem (Jovem) animais com 5 meses 
de vida; Idosos sedentários (Idoso) ratos de 26 meses de vida que não foram exercitados; 
Idosos Exercitados (Id. Exercitado) ratos com 26 meses de vida que foram submetidos a 
um protocolo de treinamento físico. O protocolo de exercício físico consistiu de 8 sessões 
de corrida em esteira, na velocidade de 12 metros/min, com 10° de inclinação e com 
duração de 60 minutos. Foram realizadas coletas de sangue para análise da glicemia de 
jejum e tolerância à glicose, a extração do músculo esquelético e análise das proteínas de 
interesse através da técnica de Western Blot. Os dados foram analisados através de teste 
“t de Student”, quando comparados dois grupos. E análise de variância (Anova), seguida 
do teste de Bonferroni, quando apropriado. A significância estatística adotada foi de 
p<0,05. Os resultados obtidos mostram que camundongos obesos idosos sedentários 
apresentam intolerância à glicose sem adiposidade aumentada. Por outro lado, o 
treinamento físico reverteu esse distúrbio o que foi associado com diminuição nos níveis 
de APPL (Adaptor protein containing pleckstrin homology domain, phosphotyrosine-
binding domain and leucine zipper motif) isoforma 2 (APPL2). Já o conteúdo da isoforma 
1 da APPL (APPL1) e a TRB3 (homólogo de mamífero de drosófila 3) não foi alterado 
em nenhum grupo investigado. A fosforilação da proteína Akt foi aumentada apenas no 
grupo de ratos idosos exercitados. Houve também redução no conteúdo de receptores de 
adiponectina 1 e 2 nos ratos idosos. Conclui-se, que o treinamento físico aeróbio foi capaz 
de diminuir o conteúdo de APPL2 no músculo esquelético e isso foi acompanhado de 
aumento na tolerância à glicose em ratos Fischer 344 idosos.  
Palavras-chaves: envelhecimento, adiponectina, insulina, músculo esquelético, 
obesidade e exercício físico. 
ABSTRACT 
Aging is a natural process that is associated with insulin resistance and 
hyperglycemia. Among the changes related to the senescence process, there are 
alterations in the insulin signaling pathway in the skeletal muscle, which can be attenuated 
or prevented by physical exercise. However, the molecular mechanisms associated with 
improved of insulin signaling and glucose uptake in skeletal muscle in response to 
exercise in aged organisms are not fully understood. Thus, the objective of this study was 
to evaluate whether physical training has effects on the signaling pathway of adiponectin 
in skeletal muscle and to relate this phenomenon to glycemic homeostasis in elderly rats. 
Fischer 344 rats were distributed in the following groups: Young (Young) animals at 5 
months of age; Sedentary Old (Old) rats with 26 months of age that were not exercised; 
Old Exercise (Old exercised) rats with 26 months of life that were submitted to exercise 
training protocol. The exercise training protocol consisted of 8 sessions of running on a 
treadmill, at a speed of 12 meters/min, with a 10 ° slope and a duration of 60 minutes. 
Blood samples were collected for analysis of fasting glycaemia and glucose tolerance, the 
skeletal muscle was extracted and the analysis of the proteins of interest was performed 
through the Western Blot technique. The data were analyzed by Student's t-test, when two 
groups were compared. And analysis of variance (Anova), followed by Bonferroni's, 
when appropriate. The statistical significance was set at p <0.05. The results show that 
old rats present glucose intolerance without increased adiposity. On the other hand, 
exercise training reversed this disorder, which was associated with a decreases in the 
levels of the APPL (Adaptive protein containing plein- gins domain-binding domain and 
leucine zipper motif) isoform 2 (APPL2). The isoform 1 content of the APPL (APPL1) 
and the TRB3 (mammalian homologue of drosophila 3) were not altered in any of the 
investigated groups. Akt protein phosphorylation was increased only in the group of 
exercised old rats. There was a reduction in the content of adiponectin  receptors 1 and 2 
in the old rats. It was concluded that aerobic exercise training was able to decrease the 
content of APPL2 in the skeletal muscle and this was accompanied by an increase in 
glucose tolerance in Fischer 344 old rats. 
Key words: elderly, adiponectin, insulin, skeletal muscle, obesity and physical exercise 
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1. INTRODUÇÃO 
Diversas transformações vem ocorrendo no planeta terra e dentre elas o aumento 
vertiginoso no número de pessoas idosas. As projeções indicam um envelhecimento contínuo 
da população mundial nas próximas décadas (Lutz et. al. 2008). Neste cenário, o Brasil ocupa 
a quinta posição dentre os países mais populosos do mundo com mais de 200 milhões de 
habitantes, sendo esperado um dos mais avançados envelhecimento demográfico, uma 
tendência que deve acelerar durante o século XXI, sendo previsto para 2050 um contingente de 
20% da população global (Nações Unidas). No Brasil a expectativa segundo o Instituto 
Brasileiro de Geografia e Estatística é de 26,7% de idosos para o ano de 2060 (IBGE).  
Este aumento no número de idosos está relacionado ao aumento nas taxas de 
sobrevivência e redução de natalidade. Uma das grandes preocupações com este cenário é o 
aumento associado ao processo de senescência em massa da contingência de doenças crônicas 
degenerativas não transmissíveis como alguns tipos de câncer, distúrbios cardiovasculares e 
respiratórias, Alzheimer, osteoporose, esteatose hepática não alcoólica e o diabetes Mellitus 
tipo 2 (DM2) (López-Otín et. al. 2013; Strasser et al. 2018; Baker et. al. 2018). Principalmente, 
projeta-se, que o envelhecimento dentro do panorama de mesa civilizada farta e estilo de vida 
em que impera a inatividade muscular um ambiente propicio aos agravos da saúde. Em especial 
durante o processo de senescência do ser humano diversas alterações ocorrem no organismo e 
em especial no tecido muscular que estão atrelados a prejuízos em vias moleculares envolvidas 
na captação de glicose e oxidação de gordura, e consequentemente isso contribui para a 
hiperglicemia e o desenvolvimento do DM2 (Wang et. al. 2016; Rivas et. al. 2016).  
De grande prevalência em pessoas com mais de 60 anos o DM2 tem preocupado 
instituições de saúde e em especial países em desenvolvimento por ser danoso ao organismo 
humano e oneroso aos cofres públicos. Associado ao processo do próprio envelhecimento têm-
se o aumento de adiposidade corporal (Lin et. al. 2011; De Solis et. al. 2012), que tem estreita 
relação com o desenvolvimento de DM2. Além disso, o processo de sarcopenia inerente a 
velhice também colabora para que haja alterações orgânicas e metabólicas como redução do 
gasto energético e o surgimento da hiperglicemia (Del Campo et. al. 2018). Isto, por que, o 
músculo esquelético é um tecido crucial para a homeostase da glicose. A musculatura 
esquelética é o principal tecido envolvido com a captação de glicose pós-prandial em resposta 
à insulina (Bird et. al. 2017). Então, distúrbios em mecanismos chaves no processo de captação 
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de glicose mediado pelo hormônio insulina no músculo esquelético tem relevante relação com 
a elevação da glicemia que é um dos distúrbios relevantes que precede o surgimento do DM2.  
Não menos importante, outro aspecto que tem sido mais recentemente destacado por 
vários pesquisadores e que está relacionado ao aumento da adiposidade e sarcopenia ou pelo 
próprio envelhecimento é a inflamação de baixo grau, fenômeno denominada pela comunidade 
científica de inflamm-aging (Fraska et. al. 2017; Leonardi et. al. 2018). Tanto a adiposidade 
corporal e em especial a gordura visceral, como a gordura localizada intramuscular tem papel 
importante no desenvolvimento de resistência à insulina no músculo esquelético. Biomoléculas 
e macrófagos do tipo M1 infiltrados provenientes destes depósitos de gordura hipertrofiados 
influenciam negativamente a transdução do sinal da insulina e a captação de glicose em diversos 
tecidos tanto periféricos como central, incluindo o músculo esquelético.  
Dentre as proteínas que são sintetizadas e secretadas pelos adipócitos nessa condição e 
com ação prejudicial a ação da insulina têm-se o fator de necrose tumoral alfa (TNF-), 
interleucina-6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-1b), entre outras. O mecanismo pelo qual estas 
adipocinas interferem no sinal da insulina são diversos e envolve ativação, por exemplo, de 
serinas quinases no citoplasma como o IKappa Kinase (IKK) e a c-Jun N-terminal quinase 
(JNK) que induzem a fosforilação em serina 307 do receptor de insulina e dos substratos do 
receptor de insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2) prejudicando a sinalização do hormônio insulina. 
Ademais, a fosforilação destas serinas quinases levam a ativação do complexo Ik kinase 
(IKK)/fator transcricional nuclear Kappa B (NF-KB) (IKK/NF-KB) e a indução e ativação de 
supressor de sinalização de citocinas 3 (SOCS-3) e outras citocinas pró-inflamatórias como a 
óxido nítrico sintase induzível (iNOS), a proteína tirosina fosfatase 1B (PTP1B), entre outras 
(Bastard et. al. 2006; Cildir et. al. 2013; Francisco et. al. 2018). Estes eventos podem modificar 
a sinalização de insulina e resultar no desenvolvimento de resistência à insulina (Bastard et. al. 
2006; Galic et. al. .2010). Estes aspectos participando isoladamente ou em conjunto tem-se 
mostrado bastante relevantes ao desenvolvimento de alterações na ação da insulina, 
hiperglicemia e o aparecimento do DM2.  
Entretanto, embora seja conhecido que o envelhecimento é acompanhado por alterações 
que prejudicam a transdução do sinal da insulina, os mecanismos responsáveis por esses 
prejuízos não são totalmente conhecidos (Gupte et. al. 1985). Nesse sentido, diferentes estudos 
buscam identificar moléculas que atuem com ação regulatória na via de sinalização da insulina 
e consequentemente na homeostase glicêmica (Gupte et. al. 1985; Cartee et. al. 2016). Em 
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adição, não está clara se o desenvolvimento de resistência à insulina está associado ao 
envelhecimento por si mesmo ou ao acúmulo de gordura adquirida durante este período. Assim, 
em suma, uma dúvida que impera na ciência é se o envelhecimento necessariamente é 
acompanhado de resistência à insulina ou se isso acontece apenas quando há adiposidade 
atrelada a este processo. Além disso, proteínas de efeito positivo sobre a via de sinalização da 
insulina tem sido pouco investigadas na literatura.  
Sabidamente, há diversos mecanismos moleculares envolvidos no controle da captação 
de glicose. De grande importância e bastante estudado têm se a via de sinalização da insulina. 
Após as refeições a concentração do hormônio insulina aumenta na circulação e é o grande 
responsável por regular a entrada de glicose dentro da célula muscular. Isso ocorre pois depois 
da ligação da insulina ao seu receptor de membrana (receptor de insulina ou IR) ocorre uma 
mudança conformacional na estrutura do IR levando a sua auto fosforilação em resíduos de 
tirosina. Isto permite que a transdução do sinal da insulina seja deflagrado no interior da célula. 
Na sequência os substratos do receptor de insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2) também são 
fosforilados em tirosina. Em seguida ocorre a associação da fosfatidilinositol-3quianse (PI3-q) 
aos IRSs levando a fosforilação do fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) para gerar o 
fosfatilinositol trifosfato (PIP3). Isso permite que a quinase dependente de fosfatidilinositol 
(PDK) seja fosforilada. Consequentemente a molécula distal da via da insulina a proteína 
quinase B/Akt (Akt) é fosforilada nos residos de serina/treonina e isso promove um importante 
sinal para que ocorra a translocação do transportador de glicose do tipo 4 (GLUT-4) do 
sarcoplasma para o sarcolema e então ocorre a captação de glicose do meio extracelular para o 
meio intracelular (Boucher et. al. 2014 e Leto et. al. 2012; Saltiel et. al. 2001). A figura 1, ilustra 
o mecanismo de captação de glicose no músculo esquelético induzido pelo hormônio insulina. 
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Figura 1. Via de sinalização da insulina e captação de glicose no músculo esquelético. A 
insulina se liga ao seu receptor de membrana (IR) e com isso promove uma cascata de 
sinalização intracelular, com participação de outras proteínas, incluindo os substratos do 
receptor de insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2), a fosfatidilinositol-3-quinase (PI-3K), a quinase 
dependente de fosfosfoinositideo de membrana (PDK), a proteína quinase B (Akt) e o 
transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4). Após a transdução do sinal da insulina no interior da 
célula se tem o efeito biológico final da insulina no músculo que é a translocação do GLUT-4 
para a membrana celular e o aumento no transporte de glicose no músculo esquelético. Figura 
ilustrativa criada pelo autor.  
 
Assim a insulina é o hormônio que medeia a fusão, o recrutamento e a inserção do 
GLUT-4 na membrana plasmática no estado pós-alimentado, e esse efeito é em parte 
dependente do aumento da atividade da via PI3-q/Akt. Nos últimos anos, a proteína AS160 
(proteína substrato da Akt de160 KDa) tem sido considerada parte importante do processo de 
captação de glicose mediada por insulina (10-15). Como substrato da Akt, a proteína AS160 
parece reter vesículas intracelulares que contém o GLUT4. Após estímulo com insulina há um 
aumento da fosforilação da AS160 e da taxa de exocitose das vesículas de GLUT-4, o que 
aumenta o conteúdo deste transportador na membrana e captação de glicose (Ojuka et. al. 2014). 
No entanto, este controle sobre a captação de glicose é bastante complexo e refinado. Inúmeras 
moléculas podem tanto potencializar esse processo como interromper. Entender esse sistema 
de captação de glicose se mostra relevante para tentar compreender se há alterações relacionada 
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a via de sinalização da insulina no músculo esquelético e se elas podem ocorrer durante o 
processo de envelhecimento por si só.   
Como parte destas vias biomoleculares que agem positivamente sobre a via de 
sinalização da insulina pode-se destacar a via de sinalização da adiponectina. A adiponectina, 
é uma adipocina anti-inflamatória, tem efeito sistêmico, e sua concentração plasmática está 
inversamente relacionada com a massa de tecido adiposo (Ghadge et. al. 2018). Sua ação está 
associada com aumento na sensibilidade à insulina no músculo esquelético (Farias et. al. 2012). 
Portanto, observa-se que a diminuição na concentração de adiponectina no plasma está 
associada com aumento do quadro inflamatório, com a diminuição na sensibilidade à insulina, 
frequentemente observados em pessoas que estão acima do peso (Ruan et. al. 2016). 
Existem três receptores de adiponectina, AdipoR1, AdipoR2 e mais recentemente a T-
caderina. AdipoR1 e AdipoR2 são receptores mais amplamente estudados e com sete domínios 
transmembrana (Ruan et. al. 2016). O AdipoR1 exibe expressão elevada no músculo 
esquelético, tanto em humanos quanto em roedores. Em contraste, o AdipoR2 é expresso no 
fígado do rato e no fígado e músculo esquelético humano, a T-caderina, embora seja um 
receptor truncado que não tem o domínio intracelular necessário para a transdução de sinal, 
pode participar da cascata de sinalização molecular, competindo com AdipoR1 e AdipoR2 
(Engin et. al. 2017). De participação relevante a APPL1 interage diretamente com AdipoR1 e 
AdipoR2 mediando a sinalização da adiponectina na célula. Foi demonstrado que a APPL1 
(Adaptor protein containing pleckstrin homology domain, phosphotyrosine-binding domain 
and leucine zipper motif 1) pode potencializar a sinalização da insulina pois é capaz de se ligar 
na proteína Akt e aumentar sua fosforilação, consequentemente aumentando a ativação da Akt 
e seus efeitos biológicos. Portanto, a APPL1 parece exercer papel crucial na inter-relação 
(cross-talk) entre a via de sinalização da adiponectina com o da sinalização da insulina. (Engin 
et. al. 2017; Mao et. al. 2006).  
Em adição, tem sido observado aumento da APPL2 (Adaptor protein containing 
pleckstrin homology domain, phosphotyrosine-binding domain and leucine zipper motif 2) na 
condição de obesidade e essa proteína suprime a ação da APPL1 neutralizando sua capacidade 
de ligação e de aumentar fosforilação da Akt. Dessa maneira, APPL2 age de maneira negativa 
sobre a sinalização da Akt e, portanto, sobre a transdução do sinal da insulina por inibir a APPL1 
(Engin et. al. 2017; Mao et. al. 2006). Além disso, tem sido recentemente demonstrado que a 
APPL2 inibe a captação de glicose estimulada por insulina através da sua interação com a com 
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proteínas ativadas por Rab-GTPase (GAPs) - ter-2/Bub2/Cdc16 domain familym member 1 
(TBC1D1) e member 4 (TCBCD4 [também conhecida como AS160]) (Cheng et. al. 2014). A 
proteína AS160 sinaliza para o GLUT-4 ocasionando a sua translocação e consequentemente 
induzindo a captação de glicose no miócito. Assim, enquanto a APPL1 tem se mostrado capaz 
de potencializar a sinalização da Akt a APPL2 parece ter efeito contrário. A figura 2 ilustra 
resumidamente a participação das proteínas APPL1 e APPL2 sobre a via de sinalização da 
insulina.  
 
 
Figura 2. Via molecular da adiponectina e inter-relação com a sinalização da insulina. A 
adiponectina se liga a seu receptor de membrana denominado AdipoR1 e dipoR2. Em seguida 
as ações intracelulares da adiponectina ocorre a partir da interação entre APPL1 e os receptores. 
A proteína APPL1 através da sua associação com a Akt aumenta a sua fosforilação e a 
translocação de Glut-4 e a captação de glicose no músculo esquelético.  Por outro lado, a 
proteína APPL2 atua de maneira contra regulatória a APPL1. Isto se dá pela sua associação 
com os receptores AdipoR1 e AdipoR2 e com isso o impedimento da associação da APPL1 
com a Akt. Figura ilustrativa criada pelo autor. 
 
Nas últimas décadas outras biomoléculas foram descritas como capazes de atenuar o 
sinal da insulina. Isso explica a dificuldade na ação terapêutica quando se trata de resistência à 
insulina. A TRB3 (homólogo de mamífero de drosófila 3), tem sido apontada como importante 
alvo para o tratamento do DM2. Esta proteína exerce efeitos na regulação da sinalização de 
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insulina, uma vez que se liga diretamente a proteína Serina/Treonina quinase Akt (Thr308 e 
Ser473), regiões críticas para a ativação desta proteína que é essencial na sinalização da insulina 
e captação de glicose no músculo esquelético (Koh et. al. 2013). A associação da TRB3 com a 
Akt tem ação inibitória sobre a fosforilação da Akt, impedindo as atividades estimuladas pela 
insulina. Estudos demonstraram que o aumento de TRB3 na obesidade está associado com 
prejuízos na sinalização da insulina em músculo esquelético e fígado de roedores (Du et al., 
2003; Kok et al., 2013). No entanto, a expressão desta proteína no condição de envelhecimento 
tem sido pouco explorada. Talvez seu conteúdo possa estar aumentado na senescência e esse 
seja um fator relevante para a condição de resistência à insulina apontada por alguns autores. 
Além disso, é sabido que a APPL1 exerce efeito sensibilizante à insulina competindo com a 
TRB3 pela ligação com a Akt, desse modo promovendo a translocação da Akt para a membrana 
plasmática e sua ativação (Wang et. al. 2009; Cleasby et. al. 2001). 
Mediante ao exposto até aqui, parece não haver um consenso sobre a relação resistência 
à insulina e envelhecimento, sendo necessários mais estudos que investiguem potenciais 
proteínas envolvidas no controle da captação de glicose no músculo esquelético. Alguns 
trabalhos prévios demonstram que ratos Wistar idosos apresentam o aumento na fosforilação 
em serina 307 do IRS-1 e consequentemente diminuição na fosforilação em tirosina do IR no 
músculo esquelético, prejudicando a sensibilidade à insulina. No entanto, há indícios de que 
isso não ocorra particularmente pelo envelhecimento celular e sim por fatores secundários, 
como o aumento da massa adiposa e perda de massa muscular ao longo da vida (Amati et. al. 
2009; Rimbert et. al. 2004). Vale ressaltar aqui que o rato Wistar tem acúmulo expressivo de 
gordura e desenvolve obesidade com o avançar da idade. Em adição, outro estudo sugere através 
de correlações que a sensibilidade à insulina em idosos é sim determinada por mudanças na 
composição corporal e não exclusivamente pelo envelhecimento (Boden et. al. 1993). Portanto, 
estratégias que previnam o ganho de peso e adiposidade ao longo da vida poderiam impedir o 
desenvolvimento de resistência à insulina.  
Ao contrário dos achados observados com experimentos que fizeram uso de ratos 
Wistar, em estudo com ratos Fischer 344 (um modelo de envelhecimento que não apresenta 
ganho de massa adiposa significativa se comparado a outros modelos de roedores, como por 
exemplo o próprio rato Wistar) foi visto que a captação de glicose estimulada por insulina é 
reduzida na maturação (entre 2-8 meses de vida) porém inalterada durante sua senescência (8-
24 meses de vida) (Barnard et. al 1992). Em direção contrária, foi demonstrado também em 
ratos Fischer com 24 meses de vida menor captação de glicose em musculo esquelético e 
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aumento na fosforilação em serina 307 do IRS-1 e redução do conteúdo de IRS-1 (Gupte et. al. 
2008). No estudo de McCurdy e colaboradores (2005) que investigou os efeitos da restrição 
calórica em animais Fischer344/Brown Norway jovens foi observado como resultado a 
diminuição no conteúdo total de IRS-1 e aumento na fosforilação da Akt e melhora na 
sensibilidade à insulina, sugerindo que os menores níveis no conteúdo de IRS-1 pode não ser 
um fator primordial no prejuízo na sinalização da insulina no envelhecimento (27).  
Portanto, neste cenário são encontrados dados controversos na literatura que ainda não 
estabelecem a caracterização da resistência à insulina presente no envelhecimento, como 
também qual momento da senescência se instala esse quadro. Além disso, não está totalmente 
estabelecido se a resistência à insulina é decorrente apenas dos fatores secundários (aumento 
de massa adiposa, sarcopenia e diminuição da atividade física) ou de fatores relacionados ao 
envelhecimento celular e diminuição no conteúdo proteico de proteínas chaves na sinalização 
da insulina. Como forma de prevenção deste quadro, urge a necessidade de ações em pesquisa 
e práticas que busquem elucidar melhor estes aspectos. Dentre as ações não farmacológicas o 
exercício físico tem se mostrado bastante eficiente em aumentar a captação de glicose no 
músculo esquelético. Porém, poucos trabalhos demonstram o papel do exercício físico na 
melhora da sensibilidade à insulina e nos aspectos moleculares envolvidos nesse processo na 
condição de envelhecimento (Xiao et. al. 2013; Ezaki et. al. 1992; Ivy et. al. 1991).  
Com papel importante na regulação sinalização da insulina, a proteína APPL1 e APPL2 
parece capaz de aumentar e diminuir, respectivamente, a fosforilação da Akt resultando em 
aumento ou diminuição na captação de glicose no músculo (Ghadge et. al. 2018; Engin et. al. 
2017; Ruan et. al. 2016; Farias et. al. 2012). A proteína TRB3 também parece ter papel relevante 
no processo de indução de resistência no músculo esquelético (Du et. al. 2003). Contudo, a 
expressão dessas proteínas e a repercussão metabólica não foram estudas no envelhecimento 
ou em resposta ao exercício físico. Tais achados poderão contribuir com o entendimento de um 
novo mecanismo pelo qual o exercício regula favoravelmente a sinalização da insulina.   
Há muito tempo é reconhecido que o exercício físico exerce papel fundamental para a 
manutenção da saúde e prevenção de doenças. Tal reconhecimento pode ser observado nas 
obras do filósofo Hipócrates e suas considerações sobre os benefícios da atividade física e da 
boa alimentação para o organismo humano. Embora Hipócrates tenha feito apontamentos 
bastante modernos para sua época, apenas nas última décadas com o advento da biologia 
molecular o entendimento de como o exercício físico é capaz de gerar adaptações fisiológicas 
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e biomoleculares que são favoráveis na promoção da boa saúde puderam ser melhor 
compreendidas. Nesse contexto, umas das linhas de grande interesse na área de ciências do 
exercício é a compreensão do papel do exercício em aumentar a captação de glicose, em 
especial no músculo esquelético, e com isso contribuir para a homeostase glicêmica.  
Há mais de um século foi demonstrado de maneira pioneira que a contração 
muscular induz aumento na captação de glicose no músculo. Isto foi evidenciado através do 
processo de mastigação do feno por equinos e a contração do músculo masseter que elevou o 
consumo de glicose neste tecido (Chauvreau et. al. 1887). Isto pode ser observado pela 
diferença arteriovenosa de glicose avaliada. Não obstante e de maneira relevante a ciência cerca 
de 40 anos depois, através de um trabalho realizado por Lawrence, em 1925, evidenciou que o 
exercício físico seria capaz de potencializar os efeitos do hormônio insulina, possibilitando o 
aumento no consumo e internalização da glicose, sugerindo que o exercício físico poderia ser 
crucial para o tratamento de pessoas com diabetes (Lawrence, 1925). Indivíduos que receberam 
injeção de insulina previamente ao exercício apresentaram maior redução na glicemia quando 
comparado a mesma situação mas em indivíduos não exercitados. Mais recentemente, tem sido 
reconhecido que o exercício físico efetivamente aumenta a taxa de utilização de glicose no 
músculo esquelético tanto em animais quanto em seres humanos (Goldstein et al., 1953; Jorfeldt 
L e Wahren J, 1970; Ren et al., 1994; Host et al., 1998; Luciano et al., 2002; Christ-Roberts et 
al., 2004; O’Gorman et al., 2006; Frosig et al., 2007).  
Respostas positivas ao exercício também tem sido observadas em modelos 
experimentais de envelhecimento. Ratos Wistar idosos submetidos ao exercício físico tem 
demonstrado aumento na captação de glicose no músculo esquelético (Pauli et. al. 2010). Isto 
mostra que roedores idosos respondem ao exercício físico e podem se beneficiar desta prática. 
Os efeitos observados incluem redução do processo inflamatório ou da adiposidade que culmina 
na melhora da via de sinalização da insulina e captação de glicose no músculo (Ropelle et. al. 
2013; Pauli et. al. 2010) No entanto, não há estudos que investigaram o papel do exercício sobre 
a via da adiponectina, em especial das moléculas APPL1 e APPL2 no músculo esquelético de 
ratos idosos. O mesmo não tem sido observado para a análise da TRB3 em modelos de 
envelhecimento. Entendendo que a população mundial no geral tem envelhecida e que isso é 
acompanhado de alterações metabólicas, principalmente resistência insulina e DM2. É de 
grande necessidade compreender melhor o processo molecular relacionado a resistência à 
insulina e o aparecimento do DM2 e os efeitos do exercício físico sobre este distúrbio 
associados a velhice.  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo Geral 
O objetivo principal do estudo foi investigar o efeito do exercício físico sobre a via 
de sinalização da adiponectina no músculo esquelético e homeostase glicêmica em ratos idosos 
 
2.2. Objetivos Específicos 
Avaliar o efeito do exercício físico sobre o conteúdo de APLL1 no músculo esquelético 
de ratos jovens e idosos 
Avaliar o efeito do exercício físico sobre o conteúdo de APPL2 no músculo esquelético 
de ratos jovens e idosos 
Avaliar o efeito do exercício físico sobre o conteúdo de AdipoR1 e Adipor2 no músculo 
esquelético de ratos jovens e idosos 
Avaliar o efeito do exercício físico sobre o conteúdo de TRB3 no músculo esquelético 
de ratos jovens e idosos 
Investigar o efeito do exercício sobre a fosforilação da Akt no músculo esquelético de 
ratos jovens e idosos 
Verificar o efeito do exercício físico sobre as variáveis metabólicas glicemia e tolerância 
à glicose em ratos jovens e idosos 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. Animais experimentais.  
Foram utilizados ratos da linhagem Fischer 344 (1 mês de vida), provenientes do 
Biotério Central da Unicamp (CEMIBE). Estes animais têm sido considerados um modelo 
adequado para o estudo do metabolismo e envelhecimento, devido a menor acúmulo de gordura 
corporal ao longo da vida (78,25). Os animais foram provenientes do Centro de Bioterismo da 
UNICAMP (CEMIB). Os animais foram previamente pesados, alocados em gaiolas individuais 
(n=3 por caixa), e distribuídos em grupos de acordo com a similaridade do peso corporal. Os 
animais receberam água e dieta ad libitum. Foram acondicionados em ambiente com 
temperatura (21 °C ± 2) e fotoperíodo (12/12 horas claro/escuro) controlados. Todos os 
experimentos foram iniciados após a aprovação do projeto pelo comitê de ética e pesquisa da 
UNICAMP (n° do processo 4531-1/2017). Todos os procedimentos experimentais com animais 
foram realizados de acordo com a legislação brasileira sobre o uso científico de animais (lei no 
11.794, de 8 de outubro de 2008).  
Depois de um período nas suas respectivas gaiolas, os ratos foram distribuídos em 
diferentes grupos experimentais, como descrito a seguir: 
 Ratos controles jovens (Jovem); 
 Ratos idosos não exercitados (Idoso); 
 Ratos idosos exercitados (Idoso Exercitado); 
 O grupo de ratos jovens consistiu de animais com 5 meses de vida e os grupos de ratos 
idosos consistiu de animais com 26 meses de vida. O número de animais utilizados em cada 
experimento foram dispostos na legenda das figuras.  
 
3.2. Protocolo de Exercício Físico 
Inicialmente os animais foram adaptados por 5 dias ao ergômetro (esteira rolante para 
ratos). No primeiro e segundo dia eles permaneceram na esteira na velocidade de 3m/min por 
10 minutos com inclinação de 10°. No terceiro, quarto e quinto dia a velocidade de corrida foi 
aumentada para 6m/min, por 10 minutos e com 10° de inclinação permanecendo. Previamente 
ao início do protocolo de exercício os ratos foram inseridos na esteira ergométrica e 
permaneceram por 5 minutos no primeiro dia na condição desligada. No segundo dia os ratos 
permaneceram por mais 5 minutos, na condição de esteira ligada na velocidade de 3 metros/min.  
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No terceiro e último dia de adaptação os ratos permaneceram por 10 minutos na esteira na 
velocidade de 3 metros/minutos. Em seguida teve início o treinamento físico de curto período.  
O protocolo de treinamento físico consistiu de corrida em esteira (AVS projetos, São Carlos, 
São Paulo, Brasil), na velocidade de 12 metros/min, com 10° de inclinação. O volume de 
exercício aumentou progressivamente, sendo que no primeiro dia os animais correram por 15 
min, no segundo dia 30 min, no terceiro dia 45 min e nos demais dias a corrida teve a duração 
de 60 min. Ao atingir 60 min de corrida em esteira os animais se exercitaram em duas sessões 
de 30 min separadas por um intervalo de descanso de 10 min. No total foram realizadas 8 
sessões de exercício. Os ratos se exercitaram por 7 dias consecutivos e realizaram o teste de 
tolerância à glicose (neste dia não se exercitaram). No dia seguinte fizeram a oitava e última 
sessão de exercício (duas sessões de 30 minutos com intervalo de 10 min como previamente 
informado) e 16 horas após esta última sessão de exercício foi realizada a extração dos tecidos 
e eutanásia dos animais. As sessões foram realizadas no período da noite (18:00 horas), 
coincidindo com o ciclo mais ativo do rato. O quadro 1, apresenta o esquema ilustrativo das 
etapas realizadas.  
 
 
Quadro 1. Programa de treinamento físico de curto período de corrida em esteira e avalições 
realizadas. 
 
 
3.3 Teste de tolerância à glicose intraperitoneal (TTG i.p.) 
O TTG foi realizado após um período de jejum de 8h e 16h após a realização da última 
sessão de exercício. Foi realizada uma coleta de sangue correspondente ao tempo 0 e logo após 
os animais receberam injeção intraperitoneal de solução de glicose 50% (2g/Kg de massa 
corporal) seguido de coleta de sangue nos tempos 30, 60 e 120 minutos. Os valores de glicemia 
obtidos durante o TTG foram determinados com o equipamento Accu-Check Active (Roche®, 
Switzerland). A área sob a curva foi calculada pelo método trapezoidal de Mathews no software 
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Micrososft Excel 2007 (Mattews et al., 1990). O valor obtido no tempo 0 do teste foi utilizado 
como valor de glicemia de jejum.  
 
 
3.4.Eutanásia dos Animais 
Para os procedimentos a seguir os animais permaneceram em jejum prévio de 8 horas, 
apenas com acesso livre a água. Além disso, previamente aos procedimentos cirúrgicos e de 
extração dos tecidos os ratos foram anestesiados através da injeção intraperitoneal (i.p.) de 
ketamine chlorohydrate (40-87 mg/kg; Ketalar; Parke-Davis®, Ann Arbor, MI) e xylazine (5-
13 mg/kg; Rompun; Bayer®, Leverkusen), e após a extração dos tecidos de interesse (músculo 
esquelético e tecido adiposo) foram eutanasiados por decapitação em guilhotina. O tecido 
adiposo (epididimal, retroperitoneal e mesentérico) foram extraídos e pesados em balança 
analítica (Gehaka®, BK3000) e também foram fotografados. Os animais após terem sido 
anestesiados também foram fotografados. No dia da eutanásia e com os animais anestesiados 
foi mensurado a massa corporal total e o comprimento (distância focinho-ânus). O músculo 
esquelético foi utilizado para análises de biologia molecular de interesse e descritas a seguir.  
 
3.5. Extração dos tecidos, homogeneização e determinação do conteúdo de proteínas totais 
Amostras do músculo esquelético (gastrocnêmio porção mista) foram extraídas após 90 
segundos da injeção de 0,2 mL de salina ou insulina (10-6 mol/L) na veia porta. Posteriormente, 
as amostras foram homogeneizadas em tampão de extração. Parte do tecido obtido foi utilizada 
para determinação do conteúdo das proteínas totais através do método de Bradford (Bradford 
1976), enquanto que a outra parte foi submetida à técnica de imunoblot (IB) com anticorpos 
específicos.  
 
 
3.6.Imunoblot 
Depois que foi realizado a determinação do conteúdo de proteínas totais de cada 
amostra, foi acrescentado tampão de Laemmli (Laemmli, 1970) contendo 100 mM de DTT ao 
sobrenadante, e então aquecido por 5 minutos. Em seguida, quantidades iguais de proteínas (70 
μg) foram submetidas à técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida e transferidas para 
membranas de nitrocelulose. Em seguida, as membranas foram incubadas overnight a 4°C com 
anticorpos de interesse. A membranas receberam solução de quimioliminescência (ECL) e 
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radiografadas. As bandas contidas no raio-X foram quantificadas por densitometria através do 
programa Un-Scan-It Gel 6.1® e normalizados pelo respectivo controle endógeno.   
 
 
 
3.7.Anticorpos  
Foram utilizados os seguintes anticorpos no estudo, sendo da empresa Santa Cruz 
Biotechnology: AdipoR1 [goat, sc-46748], AdipoR2 [sc-46755], APPL1 [rabbit, sc-67402], p-
Akt 1/2/3 (ser 473) [rabbit, sc-33437], Akt 1/2/3 [rabbit , Sc-8312], TRB3 [rabbit, sc-67122]; 
Novus Biologicals: DIP13B (APPL2) [rabbit, NBP2-16165]; Cell Signaling Technology: 
GAPDH (rabbit, #2118).  
 
3.8. Análise Estatística 
Todos os resultados foram expressos como média ± E.P.M. Os resultados dos Westerns 
blot foram apresentados como comparações diretas das bandas proteicas nas autorradiografias, 
as quais foram quantificadas através de densitometria usando o programa Un-Scan-It Gel 6.1®. 
Todos os dados foram avaliados usando teste de Kolmogorov-Smirnov. Após esta análise os 
dados foram analisados através da análise de variância (Anova), one way e quando diferente 
foi adotado o teste post hoc de Bonferroni. A significância estatística adotada foi de p<0,05. O 
programa “GraphPad Prism 6.0 foi empregado para efetuar as análises. 
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4. RESULTADOS  
 
4.1 Variáveis da composição corporal e fisiológicos dos animais 
De acordo com os resultados obtidos verificou-se que não ocorreu diferença 
significativa no valor de massa corporal total e de comprimento de ratos Fischer idoso, tanto os 
sedentários como os exercitados em relação aos animais jovens (Fig. 3A-B). Os valores de 
glicemia de jejum não diferiu entre os ratos jovens e idosos sedentários. No entanto, observou-
se redução dos valores de glicose sanguínea nos animais idosos exercitados em relação aos 
animais jovens e idosos sedentários (Fig. 3C). Conforme demonstrado pelo teste de tolerância 
à glicose (GTT), verifica-se tanto através dos pontos da curva de glicose como também a área 
sob a curva de glicose que o envelhecimento foi associado a reduzida tolerância à glicose 
quando comparada a ratos jovens. Por outro lado o exercício físico promoveu melhoria 
significativa neste parâmetro fisiológico em relação aos ratos idosos sedentários (Figs. 3D e 
3E). Os valores de adiposidade intraperitoneal (soma das gorduras extraídas) e também das 
gorduras (epididimal, retroperitoneal e mesentérica) analisadas isoladamente, não diferiram 
entre os grupos avaliados neste estudo (Figs. 3F e 3G). Observa-se através das imagens dos 
animais (fotografias) que a massa corporal é bastante semelhante entre os grupos estudados 
(Fig. 3H).  
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Figura 3. Parâmetros de composição corporal e fisiológicos de ratos Fischer 344 jovem, 
idoso e idoso exercitado. Foi mensurado a massa corporal total (A), o comprimento nasoanal 
(B), a tolerância à glicose através do teste de tolerância à glicose (D), a área sob a curva de 
glicose no teste de tolerância à glicose intraperitoneal (E), adiposidade intraperitoneal através 
do peso das gorduras (soma das gorduras epididimal, retorperitoneal e mesentérica) (F), peso 
das gorduras epididiaml, retroperitoneal e mesentérica (G), e imagem fotográfica dos ratos (H). 
Os gráficos de barras representam as médias e desvio padrão (±) de cada grupo experimental. 
*p<0,05 vs  jovem e #p<0,05  vs. Idoso. ANOVA.  
 
4.2. Sinalização da via da adiponectina, fosforilação da Akt e conteúdo proteico de TRB3 
no músculo esquelético 
 A figura 4A representa os resultados de Western Blot do experimento dos diferentes 
grupos. Através da análise molecular verificou-se que não houve alteração na fosforilação da 
proteína Akt entre os ratos jovens e idosos sedentários. No entanto os animais idosos 
exercitados tiveram um aumento na fosforilação da Akt em relação a seus pares idosos 
sedentários (Fig. 4B). O conteúdo proteico de APPL1 não diferiu entre os grupos estudados 
(Fig. 4C). Entretanto, o conteúdo da proteína APPL2 aumentou nos ratos idosos sedentários se 
comparados aos ratos jovens. Ao contrário os ratos idosos exercitados apresentaram o conteúdo 
proteico de APPL2 diminuído em relação aos idosos sedentários (Fig. 4D). Na análise do 
conteúdo proteico de AdipoR1 foi observado redução tanto nos animais idosos sedentários 
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quanto nos animais idosos exercitados em comparação aos animais jovens (Fig. 4E). As 
proteínas AdipoR2 e TRB3 não diferiram entre os grupos avaliados neste estudo (Figs. 4F-4G).  
 
Figura 4. Via de sinalização da adiponectina, fosforilação da Akt e conteúdo proteico de TRB3 
dos ratos jovens, idosos sedentários e idosos exercitados.. Extrato total e fosforilação de 
proteínas obtido no músculo esquelético gastrocnêmio (porção mista) dos animais dos grupos 
jovens (n=4), idoso sedentário (n=5) e idoso exercitado (n=5) através de experimentos de 
immunobloting (IB). Avaliou-se a fosforilação e conteúdo total da Akt (B), o conteúdo proteico 
de APPL1 (C), APPL2 (D), AdipoR1 (E) AdipoR2 (F)  e TRB3 (G). Os gráficos de barras 
representam as médias e desvio padrão (±) de cada grupo experimental. *p<0,05 vs Jovem, 
#p<0,05 Obeso sedentário, Anova. 
4.3. Associação entre as proteínas TRB3 e Akt no músculo esquelético dos ratos 
A figura 5A e 5B representam os resultados de imunoprecipitação e portanto da 
associação entre as proteínas TRB3 e Akt no músculo esquelético.  Através da análise dos 
resultados verificou-se que não houve alteração na associação entre TRB3 e Akt entre os grupos 
investigados. 
29 
 
 
Figura 5. Associação entre as proteínas TRB3 e Akt dos ratos jovens, idosos sedentários e 
idosos exercitados. Foi realizado a imunoprecipitação com a proteína Akt e o imunoblot com a 
proteína TRB3 em músculo esquelético gastrocnêmio (porção mista) dos animais dos grupos 
jovens (n=4), idoso sedentário (n=4) e idoso exercitado (n=4). Blots obtidos no experimento 
figura 5A e gráfico relativo aos blots desse ensaio na figura 5B. 
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5. DISCUSSÃO  
 
Na literatura observa-se tanto através de modelos animais quanto de humanos que o 
envelhecimento, especialmente atrelado ao acúmulo excessivo de adiposidade corporal, conduz 
a um estado de resistência à insulina e hiperglicemia (Frasca et. al. 2017; Tomlinson et. al. 
2016; Amati et. al. 2009). Nesse contexto, inúmeros trabalhos têm sido desenvolvidos por 
pesquisadores em diversas partes do mundo com intuito de investigar os mecanismos 
moleculares envolvidos nas alterações metabólicas relacionado a velhice, considerando o 
músculo esquelético um crucial tecido para a homeostase glicêmica (Frasca et. al. 2017; 
Tomlinson et. al. 2016). Na condição de senescência associado a obesidade, células adiposas e 
macrófagos do tipo M1 infiltrados secretam diversas citocinas com ações pró-inflamatórias e, 
outros fatores, que prejudicam a ação da insulina, contribuindo para o desenvolvimento de DM2 
(Tomlinson et. al. 2016).  
A esse processo inflamatório vinculado ao envelhecimento deu-se se a denominação de 
inflamma-aging ou inflamação relacionada a idade avançada por si só. Perante este contexto, o 
presente estudo procurou investigar a sensibilidade à insulina em ratos Fischer 344 que não 
adquirem acúmulo excessivo de gordura quando envelhecidos. Além disso, procurou avaliar os 
efeitos do exercício físico sobre a via de sinalização da adiponectina e a fosforilação da Akt 
neste modelo de rato idoso. Com destaque a análise das proteínas APLL1 e APLL2 de ações 
importantes de comunicação com a proteína chave da via da insulina a molécula Akt. Explorou-
se ainda a participação da proteína TRB3 de efeito negativo sobre a via de sinalização da 
insulina nesse contexto. Considerando que o exercício físico seja uma estratégia não 
farmacológica, com efeitos relevantes sobre o músculo esquelético e, portanto, de combate à 
resistência à insulina, mas que ainda não está totalmente compreendido. Exploramos o efeito 
do treinamento físico de curto período e que portanto, não promove mudanças na composição 
corporal, sobre a sinalização da adiponectina no músculo esquelético de ratos Fischer 344 
idosos.  
Neste presente estudo, procurou-se primeiramente, através da análise de alguns 
parâmetros fisiológicos, investigar se o envelhecimento foi associado com alterações na 
composição corporal e na glicemia dos animais. As avaliações iniciais permitiram identificar 
que o período de envelhecimento de 26 meses não induziu alterações na massa corporal total e 
no conteúdo de gordura intraperitoneal. No entanto, os ratos idosos apresentaram menor 
tolerância à glicose quando comparados aos seus pares jovens. Isso demonstrou que o 
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envelhecimento por si só parece estar atrelado ao desenvolvimento de distúrbios no 
metabolismo de carboidratos. Ao contrário, os animais idosos que realizaram o programa de 
treinamento físico embora não apresentaram alteração na composição corporal, os valores de 
glicemia foram reduzidos e não foi observado intolerância à glicose.  
Estudos prévios tem demonstrado que ratos envelhecidos conseguem se beneficiar da 
prática de exercícios físicos, com efeitos positivos sobre a saúde metabólica e glicemia de jejum 
(Pauli et. al. 2009; Ropelle et. al. 2013). A não alteração na glicemia de jejum sugere que a 
secreção de insulina desses animais ainda permanece suficiente para manter os níveis de glicose 
inalterados nesta condição. No entanto, quando os roedores idosos foram desafiados com uma 
sobrecarga de glicose durante o teste de tolerância a glicose intraperitoneal é possível identificar 
alterações no metabolismo glicídico. Embora não tenha sido realizado análise relacionada a 
capacidade secretória de insulina através da célula beta o distúrbio na homeostase glicêmica 
encontrado pode estar relacionado a prejuízos e redução na secreção de insulina nos animais 
idosos sedentários.  
Por outro lado, tem sido mostrado que o exercício físico tem efeito positivo e está 
associado com aumento na secreção de insulina em roedores (Oliveira et. al. 2010). Ratos 
adultos treinados na intensidade do limiar anaeróbio apresentaram redução na área sob a curva 
de glicose durante o teste de tolerância à glicose e o conteúdo de insulina nas ilhotas 
pancreáticas foi maior nestes animais em relação aos que permaneceram sedentários. Neste 
estudo ainda observou-se que a secreção estática de insulina em resposta a administração de 
glicose foi melhorada nos animais treinados se comparados aos não exercitados (Oliveira et. al. 
2010). Além disso, foi previamente demonstrado que o exercício físico através do aumento da 
miocina IL-6 tem ação inibitória sobre o processo de apoptose da célula beta em roedores 
diabéticos do tipo 1, preservando a função e secreção de insulina pelas ilhotas pancreáticas 
(Paula et. al. 2015). Assim, em nosso estudo pode ser que os animais idosos exercitados tenham 
se beneficiado da prática de treinamento com exercício e por isso mantiveram uma maior 
capacidade secretória de insulina pelas ilhotas pancreáticas em resposta ao estímulo de glicose 
aplicado no TTG. Aqui não foi explorado, mais melhoras hemodinâmicas também podem 
ocorrer em resposta ao exercício e facilitar a distribuição da glicose e da insulina no organismo 
(Wagenmakers et. al. 2016). 
Embora não tenha sido alvo de investigação neste presente estudo, sabe-se que a 
proteína APPL1 tem ação importante relacionada ao aumento da secreção de insulina. Cheng e 
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colaboradores demonstraram que APPL1 está presente nas células beta pancreáticas e que seu 
conteúdo diminui significativamente em modelos de roedores de obesidade e diabetes (Cheng 
et. al. 2012). Neste estudo foi demonstrado que camundongos Knockout de APLL1 exibiram 
intolerância à glicose e prejuízo na secreção de insulina estimulada por glicose. A deficiência 
de APPL1 está associada com reduzida expressão de proteínas da maquinaria exocitótica, 
denominadas proteínas SNARE (syntaxin-1, synaptosomal-associated protein 25, and vesicle-
associated membrane protein 2) e consequentemente diminuição no número de eventos 
exocitóticos (translicação de GLUT4).  
Em relação as análises moleculares, observa-se que os animais exercitados apresentaram 
aumento na fosforilação da Akt. O mecanismo molecular envolvido no aumento da 
sensibilidade à insulina mediado pelo exercício está atrelado, no mínimo em parte, com o 
aumento na fosforilação de proteínas chaves da via de transdução do sinal da insulina, como o 
IR, IRS-1 e Akt (Pauli et. al. 2009; Ropelle et. al. 2013). Entretanto, os efeitos positivos do 
exercício físico sobre a via de sinalização da insulina em alguns estudos foi acompanhado por 
redução da adiposidade corporal (Touati et. al. 2009; Craig et. al. 1985). Enquanto o número de 
pesquisas que tem avaliado o efeito terapêutico do treinamento físico em modelos de roedores 
idosos que não desenvolvem obesidade são escassos. Em adição, a sensibilidade à insulina pode 
ser melhorada através do aumento dos níveis de adiponectina (Khoo et. al. 2015; Mahmoodi et. 
al. 2014; Yoshida et. al. 2010). No entanto, a participação da sinalização da adiponectina sobre 
a via de sinalização da insulina no músculo esquelético de ratos idosos foi pouco investigado.  
Estudo que procurou avaliar as mudanças na ação da insulina relacionadas a idade e a 
distribuição de gordura no corpo, verificou que após cirurgia de remoção do tecido adiposo 
visceral em ratos envelhecidos (20 meses de vida) da linhagem F344/Brown Norway e ratos 
Zucker Diabetic Fatty (ZDF) ocorreram melhoras na variáveis relacionadas ao risco 
cardiometabólico (Gabriely et. al. 2002). Na mesma linha de raciocínio, estudo anterior mostrou 
que a efetividade do exercício físico em proteger da resistência à insulina em roedores idosos 
está na capacidade de prevenir ou atenuar o desenvolvimento de hipertrofia da célula adiposa 
(Craig et. al. 1985)  
No presente trabalho o envelhecimento não foi acompanhado por mudança na 
fosforilação da proteína Akt no músculo esquelético. Observou-se ainda que não ocorreu 
alteração no conteúdo proteico de APPL1 no tecido muscular nos ratos idosos. 
Reconhecidamente a APPL1 é uma proteína que tem capacidade de se associar e aumentar a 
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fosforilação da Akt e com isso aumentar a translocação de Glut4 do sarcolema para o 
sarcoplasma e aumentar a captação e glicose no músculo esquelético (Farias et. al. 2012). Em 
estudo anterior, foi demonstrado que animais obesos induzidos por dieta rica em gordura 
apresentam redução expressiva no conteúdo de APPL1 no músculo esquelético e isso é 
acompanhado de menor fosforilação da Akt e sensibilidade à insulina (Farias et. al. 2012). Por 
outro lado, os ratos idosos exercitados do presente trabalho apresentaram aumento na 
fosforilação da Akt no músculo esquelético, mesmo não havendo mudanças observadas no 
conteúdo de APPL1.  
A adiponectina atua por meio de seus receptores de membrana AdipoR1 e AdipoR2. As 
ações intracelulares desse hormônio ocorre a partir da interação entre APPL1 e os receptores 
(Ruan et. al. 2016; Mao et. al. 2006). A APPL1 promove aumento na sensibilidade a insulina 
através da associação com a Akt, o que aumenta a fosforilação desta importante proteína da via 
da insulina (Mao et. al. 2006; Duo et. al. 2003). Em nosso estudo, verificou-se que o conteúdo 
de AdipoR1 (sendo esta isoforma predominante no músculo) reduziu tanto no rato idoso 
sedentário quanto ao submetido ao programa de treinamento físico. Já o conteúdo proteico de 
AdipoR2 não se alterou com o envelhecimento dos animais. Tem sido mostrado que o exercício 
físico é capaz de aumentar os níveis de adiponectina e pode reduzir a resistência à insulina 
(Khoo et. al. 2015; Mahmoodi et. al. 2014; Yoshida et. al. 2010). Opostamente, a obesidade 
está atrelada com redução nos níveis desta adipocina (Khoo et. al. 2015; Mahmoodi et. al. 2014; 
Yoshida et. al. 2010). No modelo de rato que utilizamos (Fischer 344) pode-se observar que 
embora não tenha ocorrido alteração na adiposidade o envelhecimento foi associado com 
declínio no conteúdo proteico de receptores de adiponectina 1 e 2. Tal resultado merece atenção 
e futuras investigações com estratégias capazes de aumentar o conteúdo destes receptores 
podem ser promissoras e beneficiar o organismo durante o envelhecimento. 
Estudo recente demonstrou que o exercício resistido foi capaz de restaurar o conteúdo 
de APLL1 e aumentar a ativação da Akt estimulada por insulina no músculo esquelético de 
ratos diabéticos (Kido et. al. 2018). Isto reforça o papel relevante que a APPL1 exerce na 
regulação da sinalização da insulina e captação de glicose no músculo esquelético. Foi 
demonstrado também que a proteína APPL1 está envolvida no acúmulo de glicogênio no 
músculo esquelético de ratos através da ativação da via de sinalização da PI3-q (Cleasby et. al. 
2011). Isto reforça que pode existir uma importante interação entre as vias da insulina e 
adiponectina no processo de captação de glicose no tecido muscular. Embora tenha sido 
evidenciado tal fenômeno, artigo prévio verificou que o exercício físico restaura a via de 
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sinalização da insulina mas não da adiponectina no músculo esquelético de ratos alimentados 
com dieta rica em gordura (Gulli et. al. 2012)). Neste estudo, não foi obeservado alteração no 
conteúdo de APPL1, AdipoR1 e AdipoR2 em resposta ao exercício. As análises desse estudo 
aconteceram após 2 semanas de treinamento físico e 48 horas após a última sessão de exercício 
(Gulli et. al. 2012).  
Embora não tenha sido objetivo do nosso trabalho, a APPL1 tem importante papel na 
homeostase glicêmica através de sua ação sobre a proteína quinase dependente de AMP 
(AMPK). A APPL1 melhora a localização citosólica da LKB1 facilitando a fosforilação da 
AMPK. A supressão da APPL1 está fortemente relacionada com prejuízos na fosforilação da 
AMPK e ACC (Acetil-Coa Carboxilase) estimulada por adiponectina (Deepa et. al. 2009). Isso, 
por consequência tem implicações no processo de oxidação de gordura e supressão de vias 
inflamatórias de efeito negativo sobre a via da insulina. Como a ativação da AMPK é 
pronunciada por curto tempo após o término do exercício (0-6 horas) e em nosso trabalho a 
eutanásia ocorreu 16 horas após a última sessão de exercício físico não foi realizado a análise 
do efeito do envelhecimento e do exercício sobre esta proteína (Sriwijitkamol et. al. 2007). Mas 
talvez futuros estudos possam explorar essa via de sinalização em modelos de envelhecimento 
e avaliar se ocorre algum efeito supressivo com o avançar da idade e se o exercício pode atenuar 
esse processo.  
Contrariamente, a proteína APPL2 tem ação contra regulatória da APPL1, inibindo-a, 
impedindo a associação APPL1/AdipoR1 e consequentemente APPL1/Akt (Farias et. al. 2012). 
Os resultados aqui encontrados mostram que o envelhecimento foi associado ao aumento do 
conteúdo de APPL2 no músculo esquelético e o exercício físico atenuou esse processo. Isso, 
talvez explique, no mínimo em parte, a tendência de redução da fosforilação da Akt no músculo 
esquelético dos animais idosos sedentários. Ao contrário, o exercício físico se mostrou capaz 
de reduzir os níveis de APPL2 no músculo esquelético, preservando a ação da insulina sobre a 
Akt.  Ademais, tem sido demonstrado que a APPL2 pode interagir com proteínas ativadas por 
Rab-GTPase (GAPs) - ter-2/Bub2/Cdc16 domain familym member 1 (TBC1D1) e member 4 
(TCBCD4 [também conhecida como AS160]), participando assim da regulação do tráfego de 
Glut4 e captação de glicose no músculo esquelético (Cheng et. al. 2014). Portanto, o efeito do 
exercício físico em reduzir a APPL2 sugere que talvez este seja um dos mecanismos associados 
a alteração na tolerância a glicose observada nos animais idosos sedentários. Isso, porque os 
animais idosos sedentários apresentaram um aumento no conteúdo de APPL2 em relação ao 
grupo jovem. A observação do conteúdo proteico de APPL2 em outros estágio do 
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envelhecimento talvez seja válido para verificar se há relação com distúrbios na homeostase 
glicêmica mais pronunciados.  
Foi demonstrado previamente que camundongos obesos têm redução no conteúdo de 
AdipoR1 e AdipoR2 no músculo esquelético quando comparado a camundongos magros e 
simultaneamente o conteúdo de APPL1 foi menor. No entanto, esses camundongos quando 
foram submetidos a um protocolo de exercício físico tiveram os níveis de APPL1 aumentados 
e isso foi acompanhado por aumento na fosforilação da Akt no músculo esquelético e 
sensibilidade à insulina (Farias et. al. 2012). No entanto, este é o primeiro estudo a mostrar que 
o exercício físico foi capaz de reduzir os níveis de APPL2 no músculo esquelético de ratos 
envelhecidos.  
 Outra molécula investigada no presente estudo foi a TRB3. Foi demonstrado que 
animais com superexpressão de TRB3 no fígado apresentam redução dos estoques de 
glicogênio, gliconeogênese exacerbada e intolerância à glicose (Yan et al., 2014). Ao contrário,  
a inibição desta proteína no tecido hepático foi associada com reversão destes distúrbios, sendo 
observado aumento do conteúdo de glicogênio, redução do gliconeogênese e melhora da 
tolerância à glicose (Du et al., 2003). Em pesquisa com humano, a análise de células hepáticas 
tratadas com palmitato revelaram elevação do nível de TRB3, assim como sua associação com 
Akt e consequentemente menor fosforilação da Akt no resíduo Ser473 (Yan et al., 2014).  
Quando se trata de estudos envolvendo a TRB3 e o tecido muscular as evidências são 
menos expressivas. Porém, Koh (2006) e Koh e colaboradores (2013) observaram em células 
de tecido muscular (C2C12) que da mesma maneira como a TRB3 causa redução da atividade 
da insulina no fígado este efeito nocivo também é encontrado nas células do tecido muscular. 
Os mesmos autores verificaram que quando se deletou a TRB3 destas células o prejuízo foi 
revertido (Koh et al., 2006, 2013).  
Em nosso estudo do processo de envelhecimento através da utilização de ratos Fischer 
344 que apresentaram alteração na tolerância à glicose, porém sem aumento de adiposidade, 
não foi observado elevação do conteúdo de TRB3 no músculo esquelético. Não foi encontrado 
diferença também na associação entre a Akt com a TRB3. A investigação de outras proteínas 
de interferência negativa sobre a sinalização da insulina poderão auxiliar no entendimento da 
alteração metabólica observada no teste de tolerância a glicose nos ratos Fischer do presente 
estudo. Cabe aqui, considerar que o aumento do conteúdo de APPL2 pode ser um mecanismo, 
no mínimo em parte, de relevância sobre o metabolismo da glicose e que está aumentado com 
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o envelhecimento não associado a obesidade. A análise desta proteína em outros modelos de 
animais envelhecidos, bem como, a deleção ou inibição desta proteína específica no músculo 
esquelético poderá reforçar os achados deste presente trabalho. Além disso, a alteração na 
tolerância a glicose nos animais idosos sedentários pode estar atrelado a diminuição na secreção 
de insulina em resposta a sobrecarga de glicose. Não obstante a análise da expressão do RNAm 
também pode contribuir com as análises e desfechos do estudo. Por outro lado, o exercício 
físico pode ter exercido efeito em melhorar a secreção de insulina e preservar a tolerância à 
glicose. A análise dos níveis de insulina em jejum e durante o TTG, bem como a avaliação da 
secreção de insulina pelas ilhotas podem auxiliar na compreensão dos achados deste estudo.  
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6. CONCLUSÃO 
Conclui-se através dos resultados obtidos no presente trabalho que o treinamento 
físico aeróbio de corrida de curto período foi capaz de diminuir o conteúdo de APPL2 no 
músculo esquelético e isso foi acompanhado de aumento na tolerância à glicose em ratos 
Fischer 344 idosos. A figura esquemática 6, resume os resultados encontrados no presente 
estudo.  
 
 
 
 
Figura 6. Os resultados do presente estudo demonstraram que o envelhecimento está associado 
com uma redução nos níveis de AdipoR1 no músculo esquelético. O conteúdo de APPL1 que 
é capaz de se ligar ao receptor de adiponectina e aumentar a fosforilação da Akt não foi 
modificado nos grupos estudados. No entanto, os níveis de APPL2 que tem efeito em bloquear 
a ação da APPL1 aumentou com o envelhecimento. Por outro lado, o exercício físico foi capaz 
de reduzir o conteúdo de APPL2. Hoje, sabe-se que a APPL2 pode se ligar a proteína TBC1D1 
e prejudicar a translocação de GLUT-4 e a captação de glicose no músculo esquelético. Por 
fim, nem o envelhecimento quanto o exercício alterou o conteúdo e a associação da TRB3 com 
a Akt. A TRB3 é uma proteína capaz de se ligar a Akt e prejudicar a sinalização da insulina. 
Figura ilustrativa criada pelo autor 
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